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VACUNA EMJLSI ONADA PARA OBTENER FORMULACI ONES DE
I NMUNOGLOBULI NAS | gY CONCENTRADAS; PROCESCS Y USCS DE LAS
M SNVAS .

CAMPO TECNI CO DE LA | NVENCI ON

La presente invencidn se relaciona con el canpo de
la nedicina veterinaria, en particular con el tratamento
de enfernedades en aninmales, y mAs especificanente con |a
prevenci 6n o tratamento del Sindrome Respiratorio y
Reproductivo o PRRS (por las siglas del 1Inglés, Porcine

Reproductive and Respiratory Syndrone) en |o0s porcinos,

la Diarrea Epidénmica Porcina (DEP) , el sindrone de |la
mancha bl anca en camar on, mastitis bovi na, I as
i nf ecci ones pr oduci das por Act i nobacill us
pl eur opneunoni ae en porcinos, las coccidiosis en aves y

[ as intoxicaciones producidas por toxinas de |os hongos,
nedi ant e a adm nistracion de una formul aci 6n de

i nmunogl obul i nas concentrada de origen aviar, obtenida de

yema de huevo proveni ente de gallinas previ ament e
hi peri nnuni zadas con una formul aci 6n de vacuna
emul sionada que conprende antigenos, un aceite mneral

ligero y un adyuvante parti cul ado gue consiste en

particulas de un polinero biodegradabl e.

ANTECEDENTES

La sanidad de los animales es la clave principal
para obtener alinmentos sanos y de calidad. Es por ello
gue el control de las enfermedades y el enpleo de todas
las herram entas di sponibles para ello resulta ser de
suna inportancia. La vacunacion es una herramenta mas de

las nmuchas que se enplean diarianente en las granjas,
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existiendo otras cono nedidas de bioseguridad para evitar
I a ent rada de pat 6genos proveni ent es de otras
expl ot aci ones, la aplicacién de pautas de higiene y el
manejo de los animales para reducir |la diseninacion de
enfermedades entre los animales de la misma explotacién,
control estricto de la alinmentacién, o la creacio6n de un
ambiente confortable para los aninales de |la granja.

No obstante a la fecha existen enfernedades que no
ha sido posible controlar de manera adecuada. Dentro de
estas enfernmedades se encuentran |as producidas por |os
virus, tal conp |a ocasionada por el virus del Sindrone
Respiratorio y Reproductivo del Cer do, gue es una
enfermedad severa en los porcinos, la cual fue reportada
en los Estados Unidos en 1987 'y posteriornmente se
identifico en muchos otros paises europeos. En 1991, en
Hol anda se reportdé el aislamento del agente etiol 6gico
I lamandole virus Lelystad y debido a la sintomatol ogia
gque presentaban los cerdos se |le conocia conp Sindrome
Respiratorio y/o Aborto Epidémco del Cerdo

Ora enfernedad vi ral gqgue no ha sido posible
controlar es la Diarrea Epidémca Porcina (PED), la cua
es una enfernmedad viral exclusiva de los porcinos, nmnuy
contagiosa y en l|la mayoria de las veces ocasiona |la
nmuerte. Esta enfernedad afecta el sistema digestivo y los
| echones nueren en un periodo de 3-5 dias a causa de la
diarrea y deshidratacion

Ora enfermedad nmhs es |a ocasionada por el virus
del sindrone de |a mancha blanca (WBSV) , principal
pat geno del camarén y responsable de grandes pérdidas de
producci 6n y ganancias en esta industria a nivel nundial
Hasta ahora no existe ningun tratamento efectivo para

controlar 1a infeccion.
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El tratamiento de las enfernedades causadas por
coronavi rus y rotavirus bovino tanbién resulta de
interés.

Por otra parte encont r anos | as enf er nedades
ocasi onadas por bacterias, tal conb la mastitis bovina
que produce una inflamacién de la glandula mamaria y sus
tejidos secretores, reduciendo |a produccion del volunen
de leche y alterando su conposicion, e incluso su sabor,
ademds de elevar su carga bacteriana normal. De acuerdo
con su duraci én, se puede clasificar en aguda o cronica.
En relacion a sus nmanifestaciones «clinicas, puede ser
clinica o subclinica. Esta enfernedad provoca graves
pérdi das econénicas a la industria |echera.

Tanbi én encontranps |as enfernedades provocadas por
el Actinobacillus pleuropneunoniae, bacteria responsable
de problemas respiratorios en porcinos con distribuciodn
nmundi al, conoci éndose desde hace 50 afios, Yy teniendo una
el evada incidencia desde los afios 80, siendo frecuente en
uni dades de engorde. Responsabl e primario de I a
Pl euroneunonia  porci na, asi conb agente involucrado
directanente dentro del Conplejo Respiratorio Porcino. Es
una enf er redad de el evada di semi naci 6n, al t anent e
contagiosa y en muchas ocasiones letal en porcinos desde
el destete al sacrificio. Provoca en el 30-50% de los
porcinos una pleuritis fibrinosa con adherencias costales
bastante caracteristicas y elevada nortalidad en cuadros
agudos, con elevado retraso del crecimento en las fornas
cronicas. Ademas se ha encontrado que el Actinobacillus
pl eur opneunoniae esta involucrado en cuadros de otitis
nedia, artritis y osteomelitis.

El tratamento de las enfernedades causadas por E.
coli, Salnmonella spp. y dostridium perfringens tanbién

es de interés para la salud de los aninales.
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Por otra parte, tenenps la coccidiosis que es una
enfermedad infecciosa producida por parasitos de vida
i ntracel ul ar estricta de los géneros Eineria spp. e
| sospora  spp. Las coccidias son omipresentes pues
existen en la mayoria de las instalaciones pecuarias
al rededor del mundo. Estos paréasitos pueden infectar a
una gran variedad de aninales incluyendo humanos, aves,
rum ant es, cerdos, perr os, gatos 'y otros animales
donésticos, sin enbargo, en la mayoria de los casos |as
coccidias son especies especificas.

Adi cional nrente otro problema de salud que enfrenta
I a i ndustria pecuari a son | as ocasi onadas por
tricotecenos , t oxi nas produci das por vari os hongos
Fusarium particularmente Fusarium graminearum y Fusarium
sporotrichioid.es. Se producen en cosechas y entran al
alimento a través de ingredientes contam nados. Los
Tricotecenos son irritantes tisulares conprobados y su
ingesta se asocia principalnmente con |esiones orales,
dermatitis e irritacion i ntestinal. La princi pal
respuesta fisioldégica a estas mcotoxinas es la pérdida
del apetito. Los tricotecenos son nicotoxinas supresoras
fuertes que afectan la respuesta celular innmune con un
impacto directo sobre la nmédula, el bazo, los tejidos
linfoides, el tim y la nmucosa intestinal, en donde se
| esionan las células que se dividen activanente.

Par a el control preventivo de t odas est as
enf er redades, exi sten basi canent e dos f or mas de
protecci 6n. Se |les puede exponer a antigenos derivados de
un agente i nfecci oso par a esti nmul ar una reaccioén
inmunitaria protectora o bien se les puede admnistrar un
anticuerpo preformado que se haya obtenido de algun

suj eto inmune.
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La primera forma de proteccidén se logra por nedio de

vacunas que pueden ser de di ferentes cl ases:

nm cr oor gani snos Vi vos, liof ilizados , 0 nuertos en
enul si ones ol eosas, y recientenente la creacion de
vacunas clonadas y reconbinantes . Cada wuna de ellas

presenta ventajas y desventajas en cuanto a proteccion,
respuesta inmune y duracién de la proteccion. Sin
enbar go, se ha encontrado gue en al gunos casos se

presentan |esiones indeseadas en el huésped a causa del

virus vacunal {Tizara, |.R 1998. Vacunaci6n y vacunas
I n: I nmunol ogi a Vet erinari a. 5a  Ed. Me. GawHill.
Pp. 285-305) .

La segunda forma de proteccion tanmbi én |l amada

i nmuni dad pasiva involucra |a transmsio6n de anticuerpos
especificos contra agentes infecciosos a un huésped.

Tr adi ci onal nent e, a nivel de investigacion, | os
anticuerpos son elaborados principalmente en mamiferos vy
en nmenor frecuencia en aves. Los tipos de anticuerpos que
regul arnente se elaboran en maniferos son nonoclonales vy
policlonales , y policlonales en aves {Larsson, et al
1993. Chicken antibodies : taking advantage of evolution.
A review Poultry Sci.72: 1807-1812) .

En el caso de las aves, |la especie @Gllus gallus
domesticus (gallos y gallinas) es la Unica especie de la
cual se obtienen anticuerpos en forma nmAs accesible y de
nmanera altanente definida. ElI principal anticuerpo sérico
presente en dicha especie es la 1gG aunque la 1gG es
transport ada al huevo de una manera simlar a la
transferencia de la 1gG de maniferos a través de la
pl acent a.

En el huevo, la innunoglobulina Y (lgY) se encuentra
en mayor concentracién en la yemn, no obstante tanbién se

encuent ran pequefias cant i dades de 1gY en Ila clara.
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Incluso se ha encontrado que las cantidades de IgY son
mayores en la yema que en el suero de la gallina
{Larsson, et al 1993. Chi cken anti bodi es : t aki ng
advantage of wevolution. A review Poultry Sel. 12: 1807-
1812)

Para tener una nocién de |la cantidad de anticuerpos
gue elaboran las gallinas, basta sefialar que una ponedora
produce aproxi nadanente de 5 a 6 huevos por semana con un
volumen de yena de aproximadanente de 15 m, por Ilo
tanto, en una senana una gallina puede |legar a producir
anticuerpos en yema equivalente a 90 a 100 mi de suero o
180 a 200 mi de sangre conpleta. Esto al conpararse
contra los 20 m de sangre conpleta que otorga un conejo
i nhuni zado por sermana pernite apreciar claranente la
eficiente productividad de los anticuerpos en yema de
huevo. Cbvianmente si se utilizan animales nas grandes
comp caballos o Vvacas, la cantidad de suero vy de
anticuerpos seria mayor que en el huevo, pero ademas de
que el procedimento es costoso tanbién es mAs dol oroso
para |os ani males.

Entre las ventajas de los anticuerpos de yena de
huevo de gallina se encuentran:

1. No fijan el conplenento.

2. No se unen a la Proteina A de Staphilococcus
aur eus.

3. No reacciona con el Factor Reumatoide.

4. Debido a su diferencia filogenética con |los
anticuerpos de namferos, la 1gY no nuestra reaccion
cruzada con los anticuerpos de nmaniferos.

5. Bajo costo de obtencion.

En afios recientes se han enpleado |os anticuerpos de
yema de huevo (i nmunoglobulinas ) conob herramientas de

di agnéstico y terapia (Schmdt, et al. 1989) . Es asi que
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apr ovechando su di ferencia filogenética con | as
i nmunogl obulinas de manmiferos, las 1g's han presentado

varias ventajas cuando se han usado en innunodi agnéstico .
Por ejenplo, las Ig's de yema se han enpleado para
detectar varios virus nediante las técnicas de ELISA
i nmunodi f usi 6n, i nmunof | uor escenci a y fijacion de
conpl enento. Dado su bajo punto isoeléctrico conparado
con la Ig de humanos, se ha enpleado en ensayos de
el ectrof oresis para |a cuantificacion de innmunogl obulinas
en suero de varios animales {Atschuh, D. et al. 1984,

Deternination of 1gG and I1gM levéis in serum by Rocket

| mrunoel ect rophoresi s usi ng yol k ant i bodi es from
i muni zed chi ckens. J. | mrunol og. Met hods . 69: 1-7;

Larsson, A. et al. 1988. Chicken antibodies: a tool to
avoid false positive results by rheunmatoid factor in

latex fixation tests. J. Imunol . Methods. 108: 205- 208;
Larsson, A. et al. 1992. Chicken antibodies: a tool to
avoid interference by conplenent activation in ELISA J.
| nrunol . Met hods. 156: 79-83.; Larsson, et al 1993.
Chicken antibodies : taking advantage of evolution. A
review Poultry Sci.72: 1807-1812; Schade, R. et al 1996.
The production of avian (Egg yolk) antibodies : 1gYV.
Atla. 24: 925-934) .

En cuanto a su aplicacid6n terapéutica, las IgY se
han enpleado conp innmunoterapia en diferentes canpos de
la ~ciencia conp por ejemrplo la admnistracion de
i nnunogl obulinas de yema de huevo por via oral ha
preveni do infecciones por rotavirus en ratones, bovinos,
y porcinos entre otros {I kenori, y. et al. 1992.
Protection of neonat al cal ves agai nst fatal enteric
colibacillosis by adnmnistration of egg yolk powder from
hens i muni zed with K99-pill ated ent er ot oxi geni ¢

Escherichia coli . Am J.Vet. Res .53:2005-2008 ; Kur oki M.

r
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et al 1994. Passive protection against bovine rotavirus
in calves by specific immunogl obulins from chicken egg
yol k. Ar ch. Virol. 138: 143- 148; Mar quart , R. 1998.
Anti body-1 oaded eggs for piglets : prevention of baby pigs
from diarrhea . Proc. 2nd [nternational Symposium on Egg
Nutrition and Newy Enmerging Ovo-Technologies . Alberta,
Canada)

Incluso las innmunogl obulinas IgY de yema de huevo se
han enpl eado cono anti venenos contra vi bor as y
escor pi ones | os cual es se pueden i nyect ar par a
neutralizar las toxinas sin riesgo de las reacciones
anaf il acticas comunes encontradas con |los antivenenos
el aborados en caballo {Larsson, et al 1993. Chi cken
antibodies : taking advantage of evolution . A review
Poultry Sci.72: 1807-1812) . Una aplicacién mds ha sido
para prevenir la caries en humanos provocada por
St r ept ococcus mut ans {Hatta, H. et al. 1997. Passi ve
i mmuni zation Against Dental Plaque Formation in Humans :
Effect of a Muth Rinse containing Egg Yolk Antibodies
(1gy) Specific to St r ept ococcus mut ans.
Caries. Res. 31: 268-274)

En el caso de las enfernedades en animales antes
nmenci onadas, a lo largo del tienpo se han desarrollado
nunerosas nedidas de control y prevencidon debido a la
extensi 6n y repercusi 6n econdm ca de dichas enfernedades .
Entre las estrategias para conbatirlas se encuentran |as
vacunas inactivadas y las vacunas a virus vivo. Sin
enbar go, ninguna de estas estrategias ha sido 100%
eficaz .

En el caso especifico de los virus de RNA conp el
virus del PRRS o0 el virus de PED la falta de control se
debe en gran parte a su alto indice de nmutaci6n. Esta es

una caracteristica en conin entre los virus de RNA a
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consecuencia de la falta de actividad de proofreading de
la RNA polinerasa. Ent onces, esta falla junto con la
rapida cinética de replicacion del virus incrementan el
ri ego de nutaci6n y surgimento de cuasi especi es
(Manreetpal Singh Brar, Mang Shi, Raynond Kin-H Hui and
Frederick Chi-Ching (2014) Leung mail Genomic Evolution
of Porcine Reproductive and Respiratory Syndrone Virus
(PRRSV) lIsolates Revealed by Deep Sequencing. PLOS one)
Se ha reportado que la variacién genética del virus de
PRRS es entre 0.48 y 1.32 % (Murtaugh M., (2012) Use and
interpretation of sequencing inf PRRSV control prograns
Alien D. Leman Swaine Conf erence . Veterinary Continuing
Education) . Estas caracteristicas del virus de PRRS
explican |a inadecuada proteccidn que se ha obtenido por
vacunas

Una de las estrategias gue se ha wutilizado para
prevenir |as enfermedades ocasionadas por estos virus son
| as autovacunas, lo cual inplica desarrollar vacunas no
s6lo por pais, sino por regiones, de lo contrario la
prevenci 6n por estos nedios resulta ser insuficiente.

Tanbi én se ha observado que en el caso del virus
causante del PRRS se logra neutralizar utilizando
i nmunogl obul i nas provenientes del suero de manifero (US
5, 846, 805) . Est os resul t ados ensefan qgue I as
i nmunogl obulinas son una alternativa para el tratamento
de virus de RNA Sin enbargo, el problema con esta
alternativa es que los anticuerpos obtenidos de esta
manera son inviabl es.

La aplicacion de innunoglobulinas obtenidas a partir
de la yema de huevo (lgy) ya ha sido utilizada en
di versas aplicaciones en salud y profilaxis ani mal e
incluso en humanos . Las investigaciones realizadas por

Akita y Nakai (Akita, E., Nakai , s. (2000). Egg nutrition



WO 2016/027135 PCT/IB2014/064028

10

15

20

25

30

10

and biotechnology , CAB International, New York, p.301),
demuest ran que la funcidon protectora de 1gY contra
agentes infecciosos es atribuida principal nente por su
capacidad para prevenir la colonizacién o neutralizar |Ias
t oxi nas .

Por lo anterior, un objetivo de la presente
invencion se refiere a la obtencion de formulaciones de
i nnmunogl obul i nas lgY concent r ada de ori gen avi ar,

efectivas y seguras contra diversos agentes que infectan

a los animales, incluyendo por ejenplo el virus PRRS, el
virus de la Dharrea Epidémca Porcina (DEP) , el virus
White Spot Syndrone Baculovirus Conplex, las bacterias
que provocan la nmastitis bovi na, el Actinobacillus

pl europneunoniae vy las coccidiosis, asi tanbién conp |as
i nt oxi caci ones provocadas por tricotecenos , debido a que
su factibilidad podria incidir directanmente hacia una
dism nucién inportante en |los gastos asociados a procesos
de vacunaci 6n y de naner a nas i nportante aln,
di sm nuirian fuertemente | as pér di das producti vas

asoci adas a dichas enfernedades

BREVE DESCRI PCI ON DE LA | NVENCI ON

Con el fin de alcanzar el objetivo de la presente
i nvenci on, se evalud experinmental nente | a capacidad de
una formul aci on que conpr ende i nnmunogl obul i nas lgY
concentradas y especificas para neutralizar al virus de
PRRS, obtenida a partir de yema de huevo proveniente de
gallinas previanmente hiperinnmunizadas con una formulacion
de vacuna enul si onada gue conpr ende ant i genos
provenientes de una o varias cepas del virus del PRRS,

aceite mneral ligero y un adyuvante particul ado gue
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consi ste en particul as, m cro-particul ar o] nano-
particulas de un polinmero biodegradable

Los inventores de la presente solicitud han |ogrado
exitosamente el objetivo de la presente invencion y han
encontrado sorprendentenente que con antigenos de una o
mas cepas diferentes del virus del PRRS, cuidadosanente
sel ecci onadas, se puede generar |a esperada proteccioén
cruzada contra otras cepas del nmisno virus e inducir Ia
generaci 6n de innunogl obulinas capaces de neutralizar un
mayor nunmero de virus de PRRS circulantes en el canmpo. La
formul aci 6n de vacuna enul sionada, ademds debe incluir un
aceite nmineral ligero, comb por ejenplo Marcol 'y un
adyuvante particulado que consiste en particulas, mcro-
particulas o nano-particulas de un polinero biodegradable

para potenciar |a vacunacién, preferentenente enpleando

un polisacarido lineal conpuesto de cadenas distribuidas
al eat ori anent e de B-(1-4) D gl ucosani na (uni dades
deaceti |l adas ) y N-acetil - D gl ucosani na (uni dad

acetilatada) , tal cono Chitosan.

Con una formulacién de vacuna emnul sionada asi
preparada se innmuniza a las aves de postura para obtener,
a travées de la yema de huevo, i nmunogl obul i nas I gY
neutralizantes contra agentes infecciosos o toxinas, |as
cuales tras un nétodo de extraccion, deslipidizacién vy
concentraci 6n, donde se utilizan cantidades nininas, se
obtiene finalnente una fornulacién concentrada de dichas
i nmunogl obul i nas IgY capaces de lograr wuna protecciodn
i nesperada de hasta aproxi madanente el 100% ademas de
regularizar el nivel de S/P en granjas ya infectadas.

La invencion presenta |la ventaja adicional de
estabilizar a la piara, par vada, rebafio o bancos,
reduciendo la circulacién de los agentes infecciosos. Asi

t anbi én, usando |la formulacion concentrada de origen
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avi ar de Ila invencion conmp  programg, se reduce Ila

generaci 6n de subpoblaciones a la naternidad y al destete

se logra retrasar |a seroconversion de los aninales de
engorda .
A la fecha Ilas inmunogl obulinas eval uadas han

provenido de suero de manifero y solamente han sido
probadas por ejenplo en un nodelo experinmental desafiando
con la msm cepa del virus con el que se vacunaron. Es
decir, a diferencia de la presente invencion, a las
vacunas del estado de la técnica se les ha probado

uni canente | a protecci 6n honologa (W 02/067985)

Ademés, |a fornulacidon concentrada de origen aviar
de la invencion, gue conprende i nnunogl obul i nas lgY
concentr adas puede utilizarse en cual qui er et apa

productiva de los aninmales sin generar efectos adversos o
i ndeseabl es

La fornulacidn concentrada de origen aviar de la
invenci 6n se encuentra altanmente concentrada y protege
contra desafios mas altos  del agent e i nf ecci oso o}
toxinas . Se cuenta con evidencias de proteccidén contra
desafios de 10 a la siete (10,000,000), 1lo cual resulta
muy superior a lo ya conocido en el estado de la técnica
(WO 2007/ 061281 A2).

Adicionalmente a lo anterior, nmediante |o0s procesos
de la presente i nvenci on se logra concentr ar I as
i nnunogl obul i nas (lgy) neutralizantes <contra |os agentes
i nfecciosos circulantes de canpo o toxinas, de tal nanera
gue se puede formular un concentrado donde se aplica
ani canent e 1 m &é& 3 m por dosis, mentras que la
aplicacion de las vacunas y productos del estado de Ila
t écni ca, es hasta de 5 m y mis aln hasta 10 nmi, e

incluso mds de 10 mi (WO 2007/061281 A2).
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La reducci6n en el vol unen de aplicacion es
benefi ci osa en varios aspect os. Primero por que l a
aplicaci6n se hace sencilla, y segundo porque se reduce
costos de produccién 'y tercero, porque el transporte a
diferentes areas ocupa nenor espacio.

Las dosis de 1 m o hasta 3 mi que se pueden |ograr
gracias a la formulacién concentrada de innunoglobulinas
(1gy) de la presente i nvenci on, segin la gravedad,
obvi amente, siguen un esquema de innunizaci6n vy, adn sin
ser propianente una vacuna, puede funcionar cono tal vy
control ar | os ani mal es i nf ectados. La fornul aci 6n
concentrada de origen aviar de la invencion entra dentro
de la plataforma de innunidad pasiva, porque contiene
i nnunogl obul i nas neutralizantes contra agent es

i nfecci osos o toxinas .

BREVE DESCRI PCl ON DE LAS FI GURAS

La Figura 1 nuestra los resultados de titulacién por
MNT de diferentes nuestras de huevo colectado de aves
i nnuni zadas con vacunas di f erent es. El  grupo A fue
vacunado con 2 vacunas elaboradas con aceite mineral cada
una de ellas conteniendo 3 cepas del virus de PRRS vy
aplicadas de maneara alternativa nensual nente. El grupo B
fue vacunado con 1 vacuna elaborada con aceite mneral vy
chitosan, Ila cual contiene 6 cepas diferentes del virus
de PRRS y fue aplicada nensual nmente. El grupo C fue
vacunado con una vacuna elaborada con marcol y chitosan,
la cual contiene 6 cepas diferentes del virus de PRRS y

fue aplicada nensual mente.
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Est os resul t ados i ndi can que | os titul os de
anti cuerpos 1gY producidos por la vacuna que contuvo seis
cepas del virus PRRS, utilizando wuna fornulacion con
mar col y chitosan resulta ser |la que induce mayor
cantidad de anticuerpos contra el Sindrone Respiratorio vy
Reproductivo del cerdo.

La Figura 2 nuestra el pronmedio del titulo de
anticuerpos 1IgY en la yema utilizando tres tipos de
formul aci ones de vacuna. ElI grupo A fue vacunado con 2
vacunas el aboradas con aceite mneral cada una de ellas
conteniendo 3 cepas del virus de PRRS y aplicadas de
maneara alternativa nensual nente. EI grupo B fue vacunado
con 1 vacuna elaborada con aceite mineral y chitosan, Ia
cual contiene 6 cepas diferentes del virus de PRRS y fue
apl i cada nensual nmente. El grupo C fue vacunado con una
vacuna elaborada con marcol y chitosan, Ila cual contiene
6 cepas diferentes del virus de PRRS y fue aplicada

mensual nent e

La Figura 3 mnuestra el increnento en el titulo de
i nmunogl obul i nas después de aplicar el proceso de
concentraci on. Se extrajeron innmunoglobulinas de yem,

una parte se cuantificé por el método de MNT y el resto
se soneti6 al proceso de concentracion. ElI grupo A fue
vacunado con 2 vacunas elaboradas con aceite mnera cada
una de ellas conteniendo 3 cepas del virus de PRRS vy
aplicadas de naneara alternativa nensual nente. ElI grupo B
fue vacunado con 1 vacuna elaborada con aceite mineral vy
chitosan, 1la cual contiene 6 cepas diferentes del virus
de PRRS y fue aplicada nensual nente. El grupo C fue
vacunado con una vacuna elaborada con nmarcol y chitosan,
la cual contiene 6 cepas diferentes del virus de PRRS vy

fue aplicada nensual nente.
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La Figura 4 nuestra la dismnucidén paulatina de |os
ni vel es de anti cuer pos en | as henbr as del hat o
reproductor tras recibir la formulacidén concentrada.

En la figura 5 se nmnuestra el nonitoreo de Ila

nortalidad a partir de la semana 3 y hasta la 26. Los

gr upos gque fueron trat ados con la formulaciodn de
i nnunogl obul i nas IgY concentrada de origen aviar de la
invencion se resaltan en un cuadro azul mAs intenso

(grupos del 07 al 16)

La Figura 6 presenta una gréafica con |os porcentajes
de nortalidad de cada grupo eval uado, en donde se
destacan aquéllos que fueron tratados con |a formulacidn

concentrada de origen aviar de |la invencion.

DESCRI PCI ON DETALLADA

| nmuni zaci 6n de aves de postura para obtener

innunogl obulinas  (lgY) neutralizantes contra agentes

i nfecci osos o toxinas .

Se genera una vacuna enul si onada compuest a de
antigenos para producir anticuerpos neutralizantes y no
s6lo contra una cepa de un determ nado agente infeccioso
o toxina, sino contra varias cepas circulantes de canpo
(vigilancia epidem ol dgica) o toxinas.

Lo anterior es nuy inportante para el caso de los
virus de RNA, porque derivado de nuestra investigacion se
observd que no todas las cepas de un virus circulante
pueden ser neutralizadas con anticuerpos gener ados a
partir de los antigenos de una cepa en especifico. Lo
m smo sucede con |as vacunas contra virus, pues cuando se

vacuna con una cepa heterdloga, |a proteccidén es parcial.



WO 2016/027135 PCT/IB2014/064028

10

15

20

25

30

16

En el caso de l|los mcroorgani snos, se seleccionaron
las cepas nediante pruebas de MNT (mcroneutralizacién)
cruzada. Esta prueba consiste en probar el nivel de
neutralizaci 6n de | as i nmunogl obul i nas obt eni das
utilizando wuna vacuna con cepas definidas, contra |os
nuevos aislamentos del agente infeccioso. En nuestro
trabajo en el laboratorio, henps determ nado que si el
nuevo aislamento presenta titulos nenores a 1:160 en la
MNT entonces se considera a esa cepa conp candidata para
incluirse en una nueva vacuna. Por lo tanto, a la fecha
nuestra vacuna ha contenido algunas cepas que confieren
un espectro de neutralizaci6én anplio contra las cepas de
los agentes infecciosos circulantes en Mxico. Sin
enbar go, esto no I|imta a la invencién y no debe
entenderse que la invencién se refiere a una vacuna que
Uni canente incluye las cepas seleccionadas, porque |as
cepas del agente infeccioso podran ir variando conforne
se vaya nonitoreando la circulaciéon en canpo de cepas
nuevas, las cuales pueden incluirse posteriornente en |la
vacuna para mantener |a proteccidon en los aninales.
Tanbi én podria anpliarse el espectro de neutralizaci én de
la presente invencién y adecuarse contra otras cepas de
agentes infecciosos circulantes en otros paises o0 en
otras regiones .

Las cepas del agent e i nfecci oso pueden ser
aislamentos de canpo obtenidos a partir de suero o
tejido de aninmales enfernbs. La base para |a seleccion,
cono nmenci onanos, radi ca en | a prueba de
m croneutralizaciéon cruzada entre las diferentes cepas
ai sl adas, con los 1g s contenidos en el producto vy
generados a partir de las cepas sel ecci onadas.

En el caso del virus de PRRS se pueden replicar en

la linea celular MARC-145 y no se realizan mas de cinco
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pases del virus de la semlla de trabajo, para evitar la
atenuaci 6n. Los antigenos seleccionados se inactivan con
formol al 0.1% o por otro nmétodo descrito en el estado de
la técnica. En nuestro |aboratorio henps deterninado que
la nmezcla de los antigenos debe tener cada uno un titulo
mninb de DIEses 104/ m .

Consi der ando lo anterior, la formul aci 6n de la
vacuna enul sionada para innmunizar a las aves conprende
ademds de antigenos de una o varias cepas cuidadosanente
sel ecci onadas, un aceite nineral ligero y un adyuvante
particulado que consiste en particulas, mcro-particulas

0 nano-particul as de wun polinmero biodegradable para

potenciar |a vacunaci 0On, en particular se prefiere un
polisacarido lineal conpuesto de cadenas distribuidas
al eat ori anent e de B-(1-4) D- gl ucosami na (uni dades
deaceti | adas ) y N-acetil - D-gl ucosani na (uni dad

acetilatada) , tal cono Chitosan.

La forrmulacién de |la vacuna de tipo agua en aceite,
puede cont ener apr oxi nradanent e 50% a 70% y
preferentenmente aproxi madanente 60% a 67% de Marcol,
apr oxi nmadanent e 20% a 40% y pref erent ement e
aproxi madanente 28% a 35% de agua con antigenos del virus
PRRS; aproxi madamente 5% a 15% de cada cepa del virus
PRRS sel ecci onada con base en los criterios antes
expl i cados, aproxi madanente 2% a 5% de Mnooleato de
polioxietileno Sorbitan (Tween 80), aproximdanente de 2%

a 8% de Sorbitan Mnooleato de Sorbitan (Span 80) y un

adyuvante conb un polisacarido l'ineal conpuesto de
cadenas di stri bui das al eat ori anent e de B-(1-4) D-
gl ucosani na (uni dades deaceti | adas) y N-acetil -D-

gl ucosanmina (unidad acetilatada) , particularnente 4 a 6%
de chitosan. Para la preparacién de l|a vacuna, cada

conponente se adiciona uno por uno bajo sistema de
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agitacion durante 1 a 5 mnutos, adicionando al final el

chitosan .
La vacuna se aplica a las aves de postura |I|ibres de
pat 6genos, con 0.5 m, 1 vez al nes, por la via de

admi ni straci on subcutdnea desde |la semana 8 y hasta la 60
de edad, para final mente obt ener una formul aci on de
i nmunogl obul i nas (1gy) neutralizantes de los agentes

infecciosos de canmpo o toxinas a partir de la yemn de

huevo .

En particular, el nivel de anticuerpos para cada una
de las cepas del agente infeccioso es evaluado por
nmi crononeutral i zaci 6n (MNT) de las nmnuestras de yema de
huevo col ect adas de la parvada vacunada. El titulo

serol 6gico mininb debe cunplir el criterio de 1:160.

Tras la innunizaciodn, se cosechan |os huevos de |as
aves innmunizadas y los msnbs se soneten a un proceso de
extracci on, desl i pi di zaci 6n y concentraci on de

i nmunogl obulinas a partir de |la yema de huevo.

Proceso de extraccién, deslipidizacién vy

concentraci 6n de inmunogl obulinas 1gYV.
Se realizan 1los siguientes pasos para realizar la
extraccion y concentraci 6n de las inmunogl obulinas lgY

neutralizantes de agentes infecciosos o0 toxinas a partir
de la yema de huevo .

La yema de huevo se diluye 1:4 6 1:8 (sin la clara)

con azida de sodio al 0.01 % y se almacena en
refrigeraci é6n por o nenos durant e t oda el di a,
pref erent enent e de 12 a 24 horas. Post eri or ment e, el
sobr enadant e se separa Yy se agrega 1 al 15% de

hi dr oxi propi | netil cel ul osaf talato (HPMCP) en proporcién

de 0.25 mi por cada 100 mi de yema. Se deja reposar por
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o menos 24 horas. La capa de lipidos que se forna en |la
parte superior de la solucién es separada y la parte
acuosa se filtra, | uego se e adi ci ona PEG,
preferentenente 8000, en una proporci6n del 5-30% P/V, se
nmezcla y se deja reposar al nenos durante 4 horas, pero
de preferencia se deja toda |la noche a 4°C. Después se
centrifuga por 20 a 30 nminutos y se retira el
sobr enadant e. La pastilla resultante se solubiliza con
PBS IX o buffer TRI'S, a un volumen equivalente al 10% del

vol umen original.

Terapias con la fornmulacién concentrada de

i nmunogl obulinas IgY de la invencién.

La formulacion resultante del proceso de extracci on,
deslipidizacion y concentracion de las innunoglobulinas
IgY neutralizantes de agentes infecciosos o0 toxinas,
obtenida a partir de la yema de huevo de gallinas
previamente hiperinmuni zadas con una vacuha enul sionada
gue conprende antigenos, un aceite mneral ligero y un
adyuvante particulado que consiste en particulas, mcro-
particul as o} nano-parti cul as de un pol i nero
bi odegradable, tal conmb un polisacarido Ilineal conpuesto
de <cadenas distribuidas aleatorianente de B-(1-4) D-
gl ucosani na (uni dades deacetil adas ) y N-acetil -D
gl ucosani na (uni dad acetil at ada) (Chitosan) , puede
conprender: aproxi madamente 0.8% a 5% de innmunogl obul i nas
I gY concentradas contra pat égenos 0o toxinas de la
i nvenci 6n, preferentemente 1% de innunogl obulinas I gY
concent r adas, apr oxi madament e 80% a 90% de agua Yy
apr oxi mdanmente 0.001% a 0.03% de conservadores. La dosis

de trataniento de la formulacioén concentr ada de la
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invencién puede ser de 1 mi y de 3 m conbo maxino, la
cual logra neutralizar las variedades de canpo los
agentes infecciosos o0 toxinas de la invenci6n, ofreciendo
i nesper adanent e una proteccion de hasta el 100% en
ani nal es, ademds de regularizar el nivel de S/P en

granjas ya infectadas, tal cono se nuestra méAs adel ante.

Consi der ando lo descrito anteriornente, en una
primera nodalidad, |a presente invencion se refiere a una
formul aci 6n de vacuna emul si onada que conpr ende
ant i genos, un aceite mneral ligero, pr ef erent enent e
Mar col y un adyuvante particul ado gue consiste en
particul as, nm cro-particul as 0 hano-particul as de un
pol i mero bi odegr adabl e, t al cono por ej enpl o el
pol i sacéri do l'i neal conpuesto de cadenas distribuidas
al eatori anente de B-(1-4) D gl ucosani na (uni dades
deaceti |l adas ) y N-acetil - D- gl ucosani na (uni dad
acetil atada) |, pref erent enent e Chi t osan. Ademas, | a

formul aci 6n de vacuna de | a presente invencio6n, conprende
uno 0O nMas emul si onant es, t al cono Mbnool eat o de
polioxietileno Sorbitan (Tween 80), Sorbitan Monooleato
de Sorbitan (Span 80), o una nmezcla de |os m snos.

Los antigenos pueden provenir de una o varias
cepas diferentes de uno o varios agentes infecciosos o de
t oxi nas, tales conb por ejenplo virus, baterias o]
protozoos, mas particularmente del virus del PRRS, del
virus de PED, del virus Wite spot Syndrome Bacul ovirus
Conpl ex, de Rotavirus spp. o de Coronavirus spp. , Yy Mas
particul arnent e de los virus de PRRS que tienen una
secuencia de nucleo6tidos del gen ORF5 seleccionada del
grupo que consiste de SEQ ID. NO 1, SEQ ID. NO 2,
SEQ ID. NO 3, SEQ ID. NO 4, SEQ ID. NO 5, SEQ ID
NO 6y SEQ ID NO 7, y tanbién del virus de la Diarrea
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Epidémca Porcina (DEP) . Tanbién |los antigenos puede
provenir de una o varias bacteri as, t al cono de
Sal monella  spp., de las seleccionadas del grupo que
consi ste en: St aphyl ococcus aureus , St rept ococcus
agal actiae, Escherichia <coli, Corynebacterium pyogenes vy
Mycopl asma bovis, o t anbi én de Act i nobacill us
pl europneunoniae . Los antigenos ademds pueden provenir de

uno 0 varios protozoarios sel ecci onados del grupo que
consi ste en: Eineria tenella, Einmeria acervulina vy
Eineria méxima, o de toxinas producidas por hongos, tales
cono tri cotecenos y nas particul arment e de 4-
deoxi ni val enol (DON) . Mas  aun, los antigenos pueden
provenir de una o varias cepas diferentes de uno o varios
Vi rus, una o varias bacteri as 0 uno o varios
pr ot ozoari os, t al comb por ejenplo de antigenos que
provi enen de Escherichia col i, Sal nonel | a spp. ,

Clostridium perfringens , Rotavirus spp. y Coronavirus

spp. En particular, |los antigenos tanbién pueden provenir

del grupo que consiste de Escherichia coli, Rotavirus
spp. y Coronavirus spp.

La fornulaci6n de vacuna emul si onada de la
i nvenci 6n puede contener cepas virales seleccionadas por
tener un titulo serolégico nenor a 1:160, evaluado por
m croneutrali zaci 6n cruzada utilizando un pool de
i nnunogl obulinas obtenidas con |a vacuna en curso.

Asimsnmo, la formulacién de vacuna emulsionada de
la invenci6n puede contener una nezcla de antigenos con
titulos mayores a DIEso 104/m.

De acuerdo con el o los antigenos seleccionados,
la presente invencion tanbién se refiere al uso de la
formul aci 6n de vacuna enulsionada en |a elaboracién de
una conposicion concentrada de inmunogl obulinas IgY atil

par a el tratam ento del Si ndr one Respiratorio y
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Repr oducti vo ( PRRS) en porcinos, el tratamento de
Di arrea Epi démi ca Por ci na ( DEP) en por ci nos, el
tratam ento del sindrone de la mancha blanca en canarén,

el tratamento de mastitis bovina, el tratamento de
i nf ecci ones produci das por Act i nobacil |l us
p! eur opneunoni ae en por ci nos, el trataniento de
cocci di osi s en aves, el tratamento de intoxicaciones

provocadas por tricotecenos , particularnente en donde el

tricoteceno es 4-deoxinival enol (DON) , respectivanente,
en donde la fornul aci 6n de vacuna enul si onada es
admi ni strabl e por la via subcuténea a las aves de
postura .

En otra nodalidad, | a presente invencidn se refiere

a un proceso para la extraccidn y concentraci én de
i nnunogl obul i nas a partir de yema de huevo de gallinas
previamente hiperinnmuni zadas con |la formulacion de vacuna
de la presente i nvenci 6n, caracterizado por | os
si gui entes pasos :

a) Se diluye la yema 1:4 6 1:8 (sin la clara) con
azida de sodio al 0.01 %y se alnmacena en refrigeracion
por | o nenos durante 24 horas.

b) Se separa el sobr enadant e y se agr ega
hi droxi propil metilcelul osaf talato ( HPMCP) al 1-15% en
proporcion de 0.25 mi por cada 100 m de yenma. Se deja
reposar por |o menos 24 horas.

c) Se separa la capa de lipidos que se forma en la
parte superior de la soluciéon y se filtra |la parte
acuosa .

d) Se adiciona PEG preferente PEG 8000 en una
proporcion del 5-30% P/V, se nmezcla y se deja reposar al
nmenos durante 4 a 12 horas a 4°C.

e) Se centrifuga por 20 a 30 mnutos y se quita el

sobr enadant e
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f) La pastilla resultante se solubiliza con PBS 11X o
buffer TRIS, a un volumen equivalente al 10% del volumen
original, mantener el pHen 7.

En una nodalidad adicional, |a presente invenciodn se
dirige a una formulacién concentrada de innunoglobulinas
lgY de origen avi ar obt eni da por el proceso par a
extracci on, desl i pi di zaci 6n y concent raci 6n de
i nnunogl obulinas a partir de yema de huevo proveniente de
gal l'i nas previ ament e hi peri nnuni zadas con |la vacuna
emul si onada de I a i nvenci on. Di chas formul aci ones
concent r adas de origen aviar de Ila invenciodn puede
conprender ademAs aproxi madanente de 70% a 85% de agua

y/ o aproxi madamente de 0.001% a 0.03% de conservadores.

En particul ar, la formul aci 6n concent r ada de
i nnunogl obul i nas IgY estd caracterizada porque conprende
0.8% a 5% de i nnunogl obul i nas lgY concent r adas

neutralizantes del virus que causa el PRRS.

Ademds, segun el o los antigenos seleccionados,
la presente invencion tanbién se refiere al uso de la
formul aci 6n concentrada de innmunoglobulinas 1gY de origen

aviar de la invencién en |a elaboracién de un nedi canento

par a el tratamento del Si ndr one Respiratorio y
Repr oducti vo (PRRS) en porcinos, la Diarrea Epidémca
Por ci na (DEP) en porcinos, el sindrone de la mancha
blanca en canardn, mastitis bovi na, las infecciones

pr oduci das por Act i nobacil | us pl eur opneunoni ae en
por ci nos, la coccidiosis en aves y las intoxicaciones

pr ovocadas por tricotecenos , particul armente | as
provocadas por tricotecenos conmo 4-deoxinival enol (DON) ,

en donde el nedicanento puede ser administrable por Ila
via de admnistracion parenteral, preferentemente por Ia
via intramuscular o0 es adnmnistrable via oral y con el

alimento, segun sea el caso.



WO 2016/027135 PCT/IB2014/064028

10

15

20

25

30

24

Los siguientes ejenplos nuestran los resultados de
la aplicacion de la fornmulacidon concentrada de la
i nvenci 6n en porcinos. No obstante, dichos ejenplos son
pr opor ci onados con el fin de ilustracion 'y no de

limtacion.

EJEMPLO 1

Se el aboraron dos vacunas que contuvieron tres cepas
cada una del virus PRRS, wutilizando wuna formulacién sin
marcol y sin chitosan. Estas vacunas se aplicaron a |as
aves de manera nensual y alternadas; es decir, un nmes se
adm nistro una y al si guiente I a otra y asi
sucesi vanment e

Tras |a innmunizacién, se cosecharon |os huevos de
las aves innmunizadas y se sonetieron a un proceso de
extracci on de inmunoglobulinas a partir de |la yema de
huevo, tal conp antes fue descrito.

Comp resultado de la innunizacidn anterior, se
obt uvo una formul aci én con i nmunogl obul i nas I gY
neutralizantes de virus del PRRS, pero cuya concentracion
fue baja.

La figura 1 nuestra | os resul t ados de este
experimento (grupo A), en los que se puede apreciar el
bajo rendinmento de innmunoglobulinas 1gY neutralizantes
de virus del PRRS de |a formulaci6n previanente obtenida,
la cual es incapaz de I|levar a cabo un trataniento
eficiente en por ci nos que padecen del Si ndr one
Respiratorio y Reproductivo, pues es necesario enplear
vol umenes mayores a 5 mL y que proteja a titulos de 104.
Adenmas, este experinento resultdo  ser conpl i cado y

probl emati co por el nanejo de dos vacunas.
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EJEMPLO 2

Se el abord una vacuna cont eni endo sei s cepas
diferentes del virus PRRS, utilizando una fornulacion sin
marcol 'y con chitosan, la cual fue admnistrada a |as
aves nediante un esquena de inmunizaci 6n nensual.

Tras |a inmunizaci6n, se cosecharon 1|os huevos de
las aves inmunizadas y se sonmetieron a un proceso de
extracci 6n de inmunoglobulinas a partir de la yema de
huevo, tal conp antes fue descrito.

Conp resul tado de la innmunizacion anterior, el
rendi mento nmejoré6 con respecto al experi ment o del
ejenplo 1, pero no fue suficiente (Ver figura 1, grupo
B) .

Conb resultado de este experinento, se encontr6 que
el rendinmento de inmunoglobulinas |gY neutralizantes de
virus del PRRS es inadecuado para Ilevar a cabo un
tratam ento efectivo en porcinos que padecen del Sindromne

Respiratorio y Reproductivo.

EJEMPLO 3
Se fornulo nuevament e una vacuna, pero ahor a
utilizando Marcol conp aceite nineral ligero y chitosan
cono adyuvante parti cul ado. Esta vez, se incluyeron

antigenos de 6 cepas del virus PRRS en una sola vacuna.

Tras |a inmunizaci6n, se cosecharon 1|os huevos de
las aves innmunizadas y se sonmetieron a un proceso de
extracci 6n de inmunoglobulinas a partir de la yema de
huevo, tal conp antes fue descrito.

Nuest r os resul t ados indican que los titulos de
anticuerpos se incrementan hasta 2 veces respecto a lo
obtenido con la fornmulacidn del experinmento del ejenplo 2

(ver figura 1, grupo C).
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Las figuras 1 y 2 nuestran los resultados de este
experi nment o, en los que se puede apreciar que el
rendimento de inmnmunogl obulinas IgY neutralizantes de

virus del PRRS se increnenta significativanente cuando se

utiliza una formulacién con narcol y chitosan, 1o cual
resulta adecuado para |levar a <cabo un tratamento
efectivo en por ci nos que padecen del Si ndr one

Respiratorio y Reproductivo.

EJEMPLO 4

En este ejenplo se analizé el producto term nado de
i nmunogl obul i nas. Se innunizaron aves de postura, se
cosecharon los huevos de las aves innunizadas y las yenas
de huevo se sonetieron a un proceso de extraccion vy
concentraci 6n de innmunogl obul i nas, tal conb antes fue
descrito. Las vacunas con las que se inmunizaron a |as
parvadas fueron las msnmas que se presentaron en 1|os
ejenmplos 1 a 3, pero en este caso, se incrementdé el
tamafio del lote a 10,000 huevos por parvada.

Nuestr os resul t ados indican que el proceso de
concentraci 6n, descrito anteriornente, i ncrenent a | os
titulos de anticuerpos respecto a |lo obtenido sin dicho
proceso. El incremento en la concentracién va de 1.6 a
2.1 veces (figura 3). Conp resultado de este experinento,
se encontré que el rendimento de inmunoglobulinas 1gY
neutralizantes de virus del PRRS es adecuado para |l evar
a cabo un tratanmiento efectivo en porcinos que padecen
del Sindronme Respiratorio y Reproductivo, wutilizando un

vol unmen menor para al canzar |a proteccioén.
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EJEMPLO 5

Aplicaci6n de innmunogl obulinas (tipo IgY) en |las henbras

del hato reproductor

Se realizo un seguimento | ongi t udi nal de la
presencia de anticuerpos contra el virus de PRRS nedi ante
la evaluaci6én de sueros de 30 cerdas seleccionadas
aleatorianente a partir de una granja de explotaci é6n de
ciclo conpleto con 500 cerdas, situada en el occidente de
la Republica Mexicana. Esta granja produce |echones
negativos al virus de PRRS, que se contaminan a lo largo
de la vida productiva.

El hato reproductor fue tratado con una aplicacién
de 1 m de la formulacién de inmunogl obulinas IgY
concentrada de origen aviar de la invencién, por via
i nt ramuscul ar cada 4 nmeses y una repetici6on 15 dias
después . Posteri ornmente se realizaron apl i caci ones
senmanales a los 70 y 85 dias de gestacion.

Las cerdas del pie de cria fueron nonitoreadas de
forma binestral para determinar el novimento viral. Se
tomaron nuestras de sangre de los msnps 30 animales
sel ecci onados inicialmente . Par a | a eval uaci 6n, se
utilizé |a técnica de ELISA (IDEXX, PRRS X3), que es una
maner a indirecta par a medi r I a ef ecti vi dad del
tratam ento con IgY concentradas. ElI kit mide los niveles
de anticuerpos del tipo 1gG que genera el cerdo en
respuesta a una virema. Por lo tanto, si el cerdo estéa
i nfectado producira anti cuer pos del tipo IgG cono
respuesta y se obtendran valores de S/P por arriba del
punto de corte, pero si no hay virema el kit arrojara
valores S/P inferiores al punto de corte. El punto de

corte de la ELISA fue de 0.4 S/P.
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En la figura 4 se nmuestra que el tratamento
aplicado al hato reduce 1los niveles de anticuerpos de
manera paulatina a nedida que se realiza el nonitoreo
binmestral y por ende se dermuestra que el virus de PRRS
fue neutralizado por las inmunoglobulinas aplicadas (del
tipo 1gY), linmtando de esta manera |a infecciodn. Es
i nportante sefalar que sorpresivanente nuestro producto
neutralizé al virus de tal manera que al cabo de 6 meses
ya no se registro una reinfeccion del virus de PRRS. Esto
msnmo se prueba porque se registrod una diferencia
sust anci al en |los paréametros productivos de granjas

negativas y positivas

EJEMPLO 6

Aplicaci 6n de innunogl obulinas (1gY) concentradas en

| echones

En el presente <ejenplo se nuestran los resultados de
evaluacion de disminucién de la viremia en |echones
clinicanente afectados por el virus de PRRS. Los |echones
no presentaron virema durante la etapa de maternidad
(prinmeras 3 senmanas). Sin enbargo, hubo evidencia clinica
de viremia alrededor de las 6-8 semanas de edad. Esto se
conprobé nediante la técnica de PCR en tienpo real, en

donde se generaron 5 pools de sueros de aninmales

virém cos; cada pool integrado por sueros de 5 porcinos
diferentes (un total de 25 porcinos evaluados) . Conb se
observa en la tabla, la carga viral alcanzé titulos entre

6.16 X 105 y 2.24 X 107.
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I dentificacidn Carga Viral Carga viral después del
i nicial Tratam ento
Destete 6 6.16X105 NEGATI VO
Destete 6 4.98X106 NEGATI VO
Destete 7-8 5.54X104 NEGATI VO
Destete 7-8 2.24X107 NEGATI VO
Destete 7-8 1.21X107 NEGATI VO

Una vez que se confirmd la virema, se les aplicd un
tratamento con la formulacién concentrada de origen
aviar de la invencion. Se aplicéo una dosis de 3 mL por
via intranuscul ar. Para eval uar la eficacia del

tratam ento, se observaron los datos clinicos y ademas se

cuantifico la cantidad de virus ~circulante en |los
por ci nos .

Los resul t ados del noni t or eo a los 10 dias
posteriores a la aplicacion de la formulacion de

i nmunogl obulinas IgY concentrada de origen aviar de la
i nvenci 6n evidenci6 que el 100% de las nuestras fueron
negativas a la presencia de material genético del virus
PRRS en suero.

Con los resultados obtenidos, se denuestra que la
aplicacion de un programa con inmunoglobulinas en el pie
de cria evita la circulacion viral y puede neutralizar Ila
virema en lechones de destete con ~cargas de 107

particulas virales por ni.

EJEVMPLO 7

El uso de inmunogl obulinas 1gY concentradas reduce | a

nortalidad de | echones
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La formulacién de innmunoglobulinas 1gY concentrada
de origen aviar de la invencid6n fue aplicada a porcinos
destetados y destinados para engorda. Durante todo el
tiempo de producci6én se registré6 la nortalidad bajo
diferentes sistemas de tratamento.

La granja en estudio se ubica en la regi6n centro
occidente de la republica nmexicana y con 1100 cerdas en
su hato reproductor y wuna produccion sermanal de 500
| echones. La granja tiene antecedentes de infecciodn
endémica de PRRS, aun cuando se han inplenmentado varias
estrategi as de control. Se tiene un sistem de
aut oreenpl azo, en el cual se considera |a introduccién de
cerdas cada 4 neses. En el pie de cria se incluye la
aplicacion de la vacuna a virus vivo nodificado contra
PRRS cada 3 nmeses.

En el presente ejenplo se hizo un nonitoreo senanal
y se calcul6 el porcentaje de nortalidad tanto en el
destete (semanas 3 a 9) comb en el periodo de engorda
(semana 10 a 2s) .

Se conpararon dos tratam entos . Uno basado en vacuna
viva y otro con la formulacion de inmunoglobulinas 1gY
concentrada de origen aviar de la invencion, ademas
tanbi én se consideré6 un bloque control sin tratam ento.
Cada tratamiento estuvo integrado por diferentes grupos
gue fueron evaluados de manera independiente: [o0s grupos
del 01 al 06 corresponden a |echones tratados de forna
convenci onal (vacuna viva) y los grupos del 07 al 16
fueron los que recibieron dos dosis de la formulacion de
i nmunogl obulinas IgY concentrada de origen aviar de la
i nvenci 6n, en tanto los grupos 17, 18 y 19 no fueron

trat ados .
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Control sin Sin tratam ento 3, Del 17 al 19

En la
nortal i dad
grupos que
i nmunogl obul i nas

10 invencioén se

(grupos del

El porcentaje

no tratados

a |los

15 (21.2% en pronedi o)

formul aci 6n de i nmunogl obul i nas

aviar de nuestra

promedio de nortalidad de

uso de | as

20 supervivencia de casi el

figura
a partir de
fueron
IgY concentrada
resaltan en un

07 al

fue el

grupos que recibieron el

i nvenci 6n,

5 se nuestra el

cuadro

16)

de nortalidad pronmedio de |os

mas alto (25.06%,

y el nejor

10. 27%

i nmunogl obul i nas I gY

la semana 3 y hasta
trat ados con la
de origen

azul mas

tratam ento

tratam ento

Es decir,

90% de |l os aninmal es

noni t or eo de Ila

la 26. Los
f or mul aci 6n de
aviar de la

i ntenso

grupos

en seguida se ubica

convenci onal

fue el de la

IgY concentrada de origen

donde se obtuvo un porcentaje

que con el

se al canza una

tratados que



WO 2016/027135 PCT/IB2014/064028

10

15

20

25

30

32

representa 10% nmas de |o alcanzado por el método de
vacunaci on .

En la figura 6 se presenta wuna grafica de los
por cent aj es de nortalidad acurmul ada de cada grupo
eval uado, en donde se destacan aquéllos que fueron
tratados con |la formulacidn concentrada de origen aviar
de la invencidn.

Los resultados del uso de inmunoglobulinas del tipo
IgY concentradas mnuestran una reducci6n significativa en
|l os porcentajes de nortalidad asociados al virus de PRRS.
Aln  nas, se observé que el estado de salud vy
producti vi dad de estos aninales tanbién nejoro, a
diferencia de los grupos que recibieron la vacuna. Es
importante sefialar que esta es la primera vez que se
evidencia el wuso de inmunoglobulinas aviares para el
tratam ento en |echones.

Estos resultados son nuy significativos, pues el
programa  con la fornulacidén de innunoglobulinas I gY
concentrada de origen aviar de la invencidon en |echones
no so6lo dismnuye el porcentaje de nortalidad, sino que
ademas brinda |la posibilidad de obtener otras nejoras en
| os paranetros productivos

Por 1o anterior, se apreciara que aunque |las

nodal i dades especificas de la invencidn se han descrito

en la presente para propositos de ilustracién, pueden
hacerse varias nodi fi caci ones sin desviarse de la
natural eza y alcance de la invencién. En consecuencia, la
i nvenci 6n no esta limtada excepto por | as

rei vi ndi caci ones anexas .



WO 2016/027135 PCT/IB2014/064028

10

15

20

25

30

33

REI VI NDI CACI ONES

1. Una formnulacidn de vacuna enul si onada gue
conpr ende: (i) antigenos, (ii) un aceite mneral ligero vy
(iii) un adyuvante particul ado gue se selecciona del
grupo que consiste en particulas, m cro-particul as 0
nano-particulas de un polinmero biodegradabl e.

2. La fornulaciodn de vacuna emul si onada de
conformdad con la reivindicaciéon 1, caracterizada porque
| os antigenos provienen de una o varias cepas diferentes
de uno o varios virus .

3. La formulacion de vacuna emul si onada de
conformdad con la reivindicacién 2, caracterizada porque
el virus es el virus del PRRS.

4. La formulacion de vacuna emul si onada de
conformdad con la reivindicacién 3, caracterizada porque
| as cepas aisladas del virus de PRRS tienen una secuencia
de nucledétidos del gen ORF5 seleccionada del grupo que
consiste de SEQ. ID. NO 1, SEQ ID. NO 2, SEQ ID NO
3, SEQ ID NO 4, SEQ ID. NO 5, SEQ ID NO 6 y SEQ
ID. NO 7.

5. La fornulaciodn de vacuna emul si onada de
conformdad con la reivindicaciéon 2, caracterizada porque
el virus es el virus de la Darrea Epidémca Porcina
(DEP)

6. La formulaci6n de vacuna emul si onada de
conformdad con la reivindicaciéon 2, caracterizada porque
el virus es el virus Wite spot Syndrone Bacul ovirus
Conpl ex.

7. La fornulaciodn de vacuna emul si onada de

conformdad con la reivindicaciéon 1, caracterizada porque
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los antigenos provienen de una o varias cepas diferentes
de una o varias bacterias .

8. La formulacion de vacuna enulsionada de
conform dad con la reivindicaci6n 7, caracterizada porque
los antigenos provienen de una o varias cepas diferentes
de una o varias bacterias seleccionadas del grupo que
consi ste en: St aphyl ococcus aur eus , St rept ococcus
agal actiae, Escherichia coli, Corynebacterium pyogenes vy
Mycopl asma  bovi s.

9. La fornulacion de vacuna emrulsionada de
conform dad con la reivindicaci6n 7, caracterizada porque
los antigenos provienen de una o varias cepas diferentes
de Actinobacillus pleuropneunoniae

10. La fornulacion de vacuna enulsionada de
conform dad con la reivindicaci6n 1, caracterizada porque
los antigenos provienen de una o varias cepas diferentes
de uno o varios protozoarios .

11. La fornulacion de vacuna enulsionada de
conformdad con la reivindicacion 10, caracterizada
porque los antigenos provienen de una o0 varias cepas
diferentes de uno o varios protozoarios seleccionados del
grupo que consi ste en: Ei neria tenell a, Eineria
acervulina y Einmeria maxi ma.

12. La formulacion de vacuna enulsionada de
conform dad con la reivindicaci6n 1, caracterizada porque
| os antigenos provienen de toxinas producidas por hongos.

13. La fornulacion de vacuna enulsionada de
conform dad con la reivindicaci6n 1, caracterizada porque
| os antigenos provienen de una nezcla de antigenos de una
o varias cepas diferentes de uno o varios virus, una o

varias bacterias o0 uno y varios protozoarios.
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14. La fornulaci6n de vacuna emulsionada de
conformdad con la reivindicacién 1, caracterizada porque
|l os antigenos provienen de Escherichia coli, Salnonella
spp. , Clostridium perfringens |, Rot avi rus spp y
Coronavirus spp

15. La formulacién de vacuna emulsionada de
conformdad con la reivindicacién 1, caracterizada porque
los antigenos provienen de Escherichia «coli, Rotavirus
spp. y Coronavirus spp.

16. La fornulaci6n de vacuna emulsionada de
conform dad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,
caracterizada porque 1los antigenos provienen de cepas
virales seleccionadas por tener un titulo seroldgico
menor a 1:160, evaluado por mcroneutralizaci 6n cruzada
utilizando un pool de innmunoglobulinas obtenidas con |a
vacuna en curso.

17. La formulacién de vacuna emulsionada de
conform dad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,
caracterizada porque contiene una nmezcla de antigenos con
titulos mayores a DIEses 104/ m.

18. La fornulaci6n de vacuna emulsionada de
conform dad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
17, caracterizada porque el aceite mneral ligero es
Mar co

19. La fornulaci6n de vacuna emulsionada de
conformdad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
18, caracterizada porque el adyuvante particulado es
Chi tosan .

20. La fornulaci6n de vacuna emulsionada de
conform dad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
19, caracterizada porque ademas conprende un agente

emul si onante .
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21. La formul aci 6n de vacuna enmul si onada de
conf or m dad con la reivindicaci 6n 20, caracteri zada

porque el agente emulsionante se selecciona del grupo que
consiste en: Monooleato de polioxietileno Sorbitan (Tween
80), Sorbitan Monooleato de Sorbitan (Span 80) o0 una
nezcla de los misnos.

22. Uso de la formulacion de vacuna emulsionada
de conformdad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
4 en la elaboracion de wuna conposicion concentrada de
i nmunogl obul i nas gy atil para el tratam ento del
Sindrome Respiratorio y Reproductivo (PRRS) en porcinos.

23. Uso de la formulacion de vacuna emulsionada
de conform dad con cualquiera de las reivindicaciones 1,
2y 5 en la elaboraci 6n de una conposicion concentrada de
i nmunogl obulinas IgY Gtil para el tratamento de Diarrea
Epi démica Porcina (DEP) en porcinos.

24. Uso de la formulacion de vacuna emulsionada
de conform dad con cualquiera de las reivindicaciones 1,
2y 6 en la elaboraci 6n de una conposicion concentrada de
i nmunogl obul i nas gy atil para el tratam ento del
sindrome de | a mancha blanca en camaron.

25. Uso de la formulacion de vacuna emulsionada
de conformdad con cualquiera de las reivindicaciones 1y
7 a 8 en la elaboraci 6n de una conposicion concentrada de
i nmunogl obulinas IgY util para el tratamento de nastitis
bovi na .

26. Uso de la formulacion de vacuna emulsionada
de conform dad con cualquiera de las reivindicaciones 1,
7y 9 en la elaboraci 6n de una conposicion concentrada de
i nmunogl obul i nas gy atil par a el tratam ento de
i nf ecci ones produci das por Act i nobacil | us

pl eur opneunoni ae en porci nos.
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27. Uso de la formulacion de vacuna emulsionada
de conform dad con cualquiera de las reivindicaciones 1,
10 y 11 en la elaboracion de una conposicion concentrada
de inmunogl obul i nas gy atil para el tratamento de
coccidiosis en aves.

28. Uso de la formulacion de vacuna emulsionada
de conform dad con cualquiera de las reivindicaciones 1y
12 en la elaboracidén de una conposicid6n concentrada de
i nmunogl obul i nas gy atil par a el tratam ento de
i nt oxi caci ones provocadas por tricotecenos

29. El uso de conformidad con |a reivindicacio6n
28 en donde el tricoteceno es 4-deoxinivalenol ( DON)

30. ElI uso de conformdad con cualquiera de Ias
rei vi ndi caci ones 21 a 29, en donde la formulacion de
vacuna enul sionada conmprende Marcol cono aceite nminera
ligero.

31. ElI uso de conformdad con cualquiera de Ias
rei vi ndi caci ones 21 a 30, en donde la formulacion de
vacuna enul si onada conprende  Chitosan conb adyuvante
parti cul ado.

32. El uso de conf or m dad con | as
rei vi ndi caci ones 1 a 31, en donde la formulacidén de
vacuna emul sionada es admnistrable por la via subcutanea
a las aves de postura.

33. Un proceso par a I a extracci on,
desl i pi di zaci 6n y concentraci én de inmunogl obul i nas a
partir de yema de huevo proveni ente de gallinas
hi peri nmuni zadas con la formulaci6n de vacuna enul sionada
segln las reivindicaciones 1 a 21, caracterizado porque

conprende |os siguientes pasos:
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a) Se diluye la yema 1:4 6 1:8 (sin la clara) con
azida de sodio al 0.01 %y se almacena en refrigeracion
por | o nenos durante todo el dia.

b) Se separa el sobr enadant e y se agrega
hi droxi propil nmetil celul osaf talato (HPMCP) del 1 al 15% en
proporci6n de 0.25 mi por cada 100 m de yema. Se deja
reposar por |o nenos 24 horas.

c) Se separa la capa de lipidos que se forma en
la parte superior de la solucién y se filtra la parte
acuosa

d) Se adiciona PEG en una proporcion del 5 al 30%
P/V, se nmezcla y se deja reposar al nenos durante 4 a 12
horas a 4°C.

e) Se centrifuga por 20 a 30 mnutos y se quita
el sobrenadante.

f) La pastilla resultante se solubiliza con PBS o
buffer TRIS, a un volunmen equivalente al 10% del vol unen
ori gi nal

34. El proceso par a la extracci 6n,
deslipidizacion y concentraci é6n de inmunoglobulinas de
conformdad con la reivindicaciéon 33, en donde |a yemm
1:4 6 1:8 (sin la clara) diluida con azida de sodio al
0.01% en el paso (a), se almacena en refrigeraci6n de 12
a 24 horas.

35. El proceso par a la extracci 6n,
deslipidizacion y concentraci é6n de inmunoglobulinas de
conform dad con la reivindicacion 33, en donde en el paso
(d) se adiciona PEGO00 en una proporcion del 5 al 30%
P/V, se nmezcla y se deja reposar al nenos durante 4 a 12
horas a 4°C.

36. Una f or mul aci 6n concentr ada de

i nnunogl obul i nas IgY de origen aviar obtenida por el
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proceso de conf orm dad con cual qui era de | as
rei vindi caciones 33 a 35.
37. La f ormul aci 6n concent r ada de
i nmunogl obul i nas IgY de origen aviar de conform dad con

la reivindicaci6on 36, caracterizada porque conprende de
0.8% a 5% de innmunoglobulinas IgY neutralizantes del
virus que causa el PRRS.

38. La f ormul aci 6n concent r ada de
i nmunogl obul i nas IgY de origen aviar de conform dad con
la reivindicaci6n 37, caracterizada porque conprende 1%
de innmunogl obul i nas IgY neutralizantes del virus que
causa el PRRS

39. La f ormul aci 6n concent r ada de
i nmunogl obul i nas IgY de origen aviar de conform dad con
cual quiera de las reivindicaciones 36 a 38, caracterizada
porque ademds conprende de 70% a 85% de agua.

40. La f ormul aci 6n concent r ada de
i nmunogl obul i nas IgY de origen aviar de conform dad con
cual quiera de las reivindicaciones 36 a 39, caracterizada
por que ademas conpr ende de 0. 001% a 0.03% de

conser vador es

41, Uso de la fornmulacion concent r ada de
i nmunogl obul i nas IgY de origen aviar de conform dad con
cual qui era de las reivindicaciones 36 a 40 en la

el aboracio6n de un nedicanento para el tratamento del
Sindrome Respiratorio y Reproductivo (PRRS) en porcinos.
42, Uso de la fornmulacion concent r ada de
i nmunogl obul i nas IgY de origen aviar de conform dad con
la reivindicacion 36 en |a elaboraci6on de un nedicanmento
para el tratamento de Diarrea Epidémca Porcina (DEP) en

por ci nos
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43. Uso de la formul aci 6n concent r ada de
i nmunogl obulinas IgY de origen aviar de conformdad con

la reivindicacion 36 en |la elaboracion de un nedicamento
para el tratamento del sindrome de |la mancha blanca en
camar on.

44, Uso de la formul aci 6n concent rada de
i nmunogl obulinas IgY de origen aviar de conformdad con
la reivindicacion 36 en |la elaboracion de un nedi camento
para el tratamento de mastitis bovina.

45, Uso de la formul aci 6n concent r ada de
i nmunogl obulinas IgY de origen aviar de conformdad con
la reivindicacion 36 en |la elaboracion de un nedicamento
para el tratamento de infecciones produci das por
Act i nobacil | us pl europneunoni ae en porcinos.

46. Uso de la formul aci 6n concent r ada de
i nmunogl obulinas IgY de origen aviar de conformdad con
la reivindicacion 36 en |la elaboracion de un nedicamento
para el tratamento de coccidiosis en aves.

47. Uso de la formul aci 6n concent rada de
i nmunogl obulinas IgY de origen aviar de conformdad con
la reivindicacion 36 en |la elaboracion de un nedicamento
para el tratamiento de intoxicaciones pr ovocadas por

tri cotecenos

48. El uso de conformidad con la reivindicacién
47 en donde el tricoteceno es 4-deoxinivalenol ( DON)
49, El uso de conformdad con cualquiera de

las reivindicaciones 41, 42, 44, 45, 47 y 48, en donde el

nedi canento es administrable por la via de adm nistracion

par ent er al
50. El uso de conf or m dad con | a
rei vi ndi caci 6n 49, en donde el medi canent o es

adm nistrable por la via intranuscul ar.
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51. ElI uso de confornidad con cualquiera de las
reivindicaciones 43, y 46, en donde el nmedicanmento es

adm nistrable via oral y con el alinento.
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INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional N°

PCT/1B2014/064028

A.CLASIFICACION DEL OBJETODE LA SOLICITUD

INvV. A61K39/395 AB61K39/42 C07 K16/02 ADD .

De acuerdo con la Clasificacion Internacional de Patentes (CIP) o segin la clasificacion nacional y CIP.
B. SECTORES COMPRENDIDOS POR LA BUSQUEDA

Documentaci 6n minima buscada (sistema de clasificacidn seguido de los simbol os de clasificacion)
A61K

Otra documentacién consultada, ademés de la documentacién minima, en lamedida en que tales documentos formen parte de los sectores
comprendidos por |ablsqueda

Bases de datos electronicas consultadas durante la blsgueda internacional (nombre de la base de datos y, s es posible, términos de
busquedautilizados) gy _Internal, sloS!S. cHeEm ABS Data , EMBASE, wpl Data

C.DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria* Documentos citados, conindicacion, s procede, de las partes relevantes Relevantepara las
reivindicacionesN®°

US 2009/2388 16 Al (LARSEN JANUS BEI ERHOLM

X [DK] ) 24 septiembre 2009 (2009 -09 -24 ) 3%;33312' 46
parrafo | 0252 - parrafo  [0257] '
examp le 4
parrafo  [0389]
parrafo  [035 1] - parrafo [0359]

DATABASE wrl
X Week 200938 ,;21’31’
Thomson Scient ific, London, GB;

AN 2009 -J45395

XP00273889 1,

& cN 101 428 145 A (BEIJING CENT BIOLOGY

CO LTD) 13 Mayo 2009 (2009 -05 - 13)
resumen

- -

L En la continuacion del Recuadro C se relacionan otros documentos [ Los documentos de familias de patentes se indican en el

Anexo
* Categorias especiales de documentos citados: “1” documento ulterior publicado con posterioridad a la fecha de

“A"”  documento que define el estado general de la técnica no considerado presentacion  internacional o de prioridad que no pertenece al
como particularmente relevante. estado de la técnica pertinente pero que se cita por permitir la

“E”  solicitud de patente o patente anterior pero publicada en la fecha de comprension  del principio o teoria que constituye la base de la
presentacion internacional o en fecha posterior. Invencion.

“L"”  documento que puede plantear dudas sobre una reivindicacion de -~  documento particularmente relevante; lainvencion reivindicada no
prioridad o que se cita para determinar la fecha de publicacién de otra puede considerarse nueva o que implique una actividad inventiva
cita 0 por una razén especial (como laindicada). por referencia al documento aisladamente considerado.

“0” documento que se refiere a una divulgacion oral, auna utilizacion, a Y documento particularmente relevante; la invencion reivindicada no
una exposicion o a cuaquier otro medio. puede considerarse que implique una actividad inventiva cuando el

“P”  documento publicado antes de la fecha de presentacion  internacional documento se asocia a otro u ofros documentos de la misma
pero con posterioridad alafecha de prioridad reivindicada. natureleza, cuya combinacion resulta evidente para un experto en

la materia
“&”  documento que forma parte de lamisma familia de patentes.
Fecha en que se ha concluido efectivamente la blsnuedainternacional . Fecha de expedicion del informe de busquedainternacional
15 July 2015 24/07/20 15

Nombre y direccion postal de laAdministracion encargadade la Funcionario autorizado
blsquedainternacional  European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2 .

NL - 2280 HV Rijswijk Mata Vicente , Tere sa

Tel. (+31-70) 340-2040,
N° de fax Fax: (+31-70) 340-3016 N° deteléfono

Formulario PCT/ISA/210 (segundahoja) (Enero 2015)
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Solicitud internacional N°

PCT/1B2014/064028

C (continuacion).

DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria’

Documentos citados, con indicacion, s procede, de las partes relevantes Relevantepara las

reivindicacionesN°

columna: 7, linea 42 - linea 45
columna 6, parafo 3

PAULY DIANA ET AL: "IgY technol ogy:

extracti on of chi cken anti bodi es from egg 1-32
yol k by polyethyl ene glycol (PEG)

preci pitati on.",

JOURNAL OF VISUALIZED EXPERIMENTS :

2011

no. 51, 2011, - 2011, XP002738892 ,

ISSN : 1940-087X

Di scussi  on

YOKOYAMA HIDEAKI ET AL: "A two-step

procedure  for puri ficati 6n of hen egg yol k 36,39 ,
irnmunogl obul in G: Uti |izati on of 49-51
hydroxypropylmethy! cel luiose phthal ate and

syntheti c affi nity ligand gel (Avid AL)",

POULTRY SCI ENCE,

vol . 72, no. 2, 1993, Paginas 275-281 ,

XP002741982

ISSN : 0032-5791

Procedure I B

us 4 357 272 A (POLSON ALFRED)

2 Noviembre 1982 (1982-11-02) 33-35

Formulario PCT/ISA/210 (continuacion de la segundahoja) (Enero 2015)
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Recuadro M Observaciones cuando se estime que algunas reivindicaciones no pueden ser objeto de busqueda (continuacién
del punto 2 dela primera hoja)

Este informe de blsqueda internacional no se ha redlizado en relacion a ciertas reivindicaciones segin el Articulo 17.2)a) por los
siguientes motivos:

1. o Las reivindicaciones N°s:
serefieren aun objeto con respecto al cual esta Administracion no esta obligada aproceder alablsgueda, a saber:

2. L Las reivindicaciones  N°s:
se refieren a elementos de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos establecidos, de tal modo que no pueda
efectuarse una busqueda provechosa, concretamente:

3. © Las reivindicaciones N°s;
son reivindicaciones dependientes y no estén redactadas de conformidad con los parrafos segundo y tercero de laRegla 6.4.9).

Recuadro M1 Observaciones cuando falta unidad de invencion (continuacion del punto 3 delaprimera hoja)

LaAdministracion encargada de lablsqueda internacional ha detectado varias invenciones en lapresente solicitud internacional, a saber:

Ver hoja adicional

1. E Dado que todas las tasas adicionales requeridas han sido satisfechas por el solicitante dentro del plazo, el presente informe de
blsgueda detipo internacional comprende todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de busgqueda

2. D Dado que todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de bisqueda podrian serlo sin redizar un esfuerzo que justifique tasas
adicionales, esta Administracion no requirid el pago de tasas adicionales.

3. D Dado que tan sdlo una parte de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha dentro del plazo por el solicitante, el presente
informe de blsqueda de tipo internacional comprende solamente aguellas reivindicaciones respecto de las cuales han sido
satisfechas |as tasas, concretamente las reivindicaciones N °s:

4. D Ninguna de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el presente
informe de busgueda de tipo internacional se limita a la invencion mencionada en primer término en las reivindicaciones,
cubierta por las reivindicaciones N°s:

Indicacién en cuanto ala protesta ] Se acompafi® alas tasas adicionales laprotesta del solicitante y, en su caso,
el pago de una tasa de protesta

D Se acompaiié alas tasas adicionales laprotesta del solicitante, pero latasa de protesta
aplicable no se pagd en el plazo establecido en el requerimiento.

E-il El pago de las tasas adicionales no ha sido acompafiado de ninguna protesta.

Formulario PCT/ISA/210 (continuacion de laprimera hoja (2)) (Enero 2015)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.

PCT/ 1 B2014/ 064028

La Administracion encargada de la busqueda internacional ha detectado varias
invenciones o grupos de invenciones en la presente solicitud internacional, a saber:
1. Reivindicaciones 1-32

Una formulacién de vacuna emulsionada que comprende: (i) antigenos, (ii) un aceite
mineral ligero y (iii) un adyuvante particulado que se selecciona del grupo que consiste
en particulas, microparticulas o nanoparticulas de un polimero biodegradable. Uso de la
formulaciéon de vacuna emulsionada en la elaboracién de una composicion concentrada
de IgY.

2. Reivindicaciones 33-51

Un proceso para la extraccion, deslipidizacion y concentracién de inmunoglobulinas a
partir de yema de huevo proveniente de gallinas hiperinmunizadas con la formulaciéon de
vacuna emulsionada segun las reivindicaciones 1 a 21, caracterizado porque comprende
los siguientes pasos:

a) Se diluye la yema 1:4 o 1:8 (sin la clara) con azida de sodio al 0,01 % y se almacena
en refrigeracion por lo menos durante 24 horas. b) Se separa el sobrenadante, se agrega
HPMCP del 1al 15% en proporcion de 0,25 mi por cada 100 mi de yema y se deja
reposar por lo menos 24 horas. c) Se separa la capa de lipidos que se forma en la parte
superior de la solucién y se filtra la parte acuosa. d) Se adiciona PEG en una proporcion
del 5 al 30% P/V, se mezcla y se deja reposar al menos durante 4 a 12 horas a 4°C. e)
Se centrifuga por 20 a 30 minutos y se quita el sobrenadante. f) La pastilla resultante se
solubiliza con PBS o buffer TRIS, a un volumen equivalente al 10% del volumen original.
Una formulaciéon concentrada de inmunoglobulinas IgY de origen aviar obtenida por dicho
proceso y su uso en la elaboraciéon de un medicamento.

Forra PCT/ISA/210 (extra sheet) (January 2015)
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Solicitud internacional N°

PCT/1B2014/064028

Documento de Fecha de
patente citado en el Publicacion
informe de

basqueda

Us 2009238816 Al 24-09-2009 DK

Miembro(s) de la
familia de patentes

2027158
201100184
2027158
2463306
2009238816
2015080267
2007124755

Fecha de
Publicacién

14-01-2013
13-01-2012
25-02-2009
13-06-2012
24-09-2009
19-03-2015
08-11-2007

02-11 -1982 JP

S54130995
4357272

11- 10- 1979
02- 11- 1982

Formulario PCT/ISA/210 (anexo_familia de patentes) (Enero 2015)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

PCT/1B2014/064028

A . CLASSIFICATION O F SUBJECT MATTER
INV. A61K39/395 A61K39/42 C07K16/02
ADD.
Aooording to International Patent Classification (IPC) orto both national classification and IPC
B. FIELDS SEARCHED
Minimum  documentation searched  (classification system followed by classification symbols)
A61K
Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are jncluded in the fields searched
Electronic data base consulted during the international search (fiame of data base and, where practicable, search terms used)
EPO-Internal , BIOSIS, CHEM ABS Data, EMBASE, WPl Data
C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT
Category* Citation of document, with indication, — where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.
X US 2009/238816 Al (LARSEN JANUS BEIl ERHOLM 1-32
[DK] ) 24 September 2009 (2009-09-24) 36-42 46
paragraph [0252] - paragraph [0257]
exampl e 4
paragraph [0389]
paragraph lloossss1y] - paragraph [0359]
X DATABASE WPI 1-21 31,
Week 200938 32
Thomson Sci enti fic, London , GB;
AN 2009-J45395
XP002738891
& CN 101 428 145 A (BEIJING CENT BIOLOGY
Co LTD) 13 May 2009 (2009-05-13)
abstract
-/-

| Xl Further documents are listed inthe continuation of Box C.

See patent family annex.

* Special categories of cited documents
"T" later document published after the international filing date or priority
- . . date and not in conflict with the application but cited to understand
"A" document defining the general state of the art which js not considered A . . .
X the principie ortheory  underlying the invention
to be of particular  relevance
E' e?[‘ller dappllcatlon or patent but published on orafter the international X" document of particular relevance; the claimed invention cannot be
fling - date considerad  novel orcannot be considerad to involve an inventive
"L" documentwhich may throw doubts on priority claim(s) orwhich s step when the document s taken alone
cited to establish the publication date of another citation or other . . : . . .
. i YY" document of particular relevance; the claimed invention cannot be
special reason (as specified) . . . . .
considerad to involve an inventive step when the document s
"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other combined with one or more other such documents, such combination
means being obvious to a person skilled inthe art
"P" document published prior to the international filing date but later than
the priority date claimed "&" document member of the same patent family
Date of the actual completion of the international search Date of mailing of the international search report
15 July 2015 24/07/2015
Name and mailing address of the ISA/ Authorized  officer
European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL -2280 HV Rijswijk
Tel. (+31-70) 340-2040, .
Fax (+31.70) 340.3016 Mata Vicente, Teresa

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (April 2005)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

PCT/1B2014/064028

C(Continuation).

DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category* Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to olaim No.

A

PAULY DIANA ET AL: "lgY technol ogy:
extracti on of chi cken anti bodi es from egg
yol k by polyethyl ene glycol (PEG)

preci pitati on.",

JOURNAL OF VISUALIZED EXPERIMENTS : JOVE
2011,

no. 51, 2011, - 2011, XP002738892,

ISSN : 1940-087X

Di scussi on

YOKOYAMA HIDEAKI ET AL: "A two-step
procedure for puri ficati 6n of hen egg yol k
immunoglobul in G: Uti |izati on of
hydroxypropylmethyl cel lul ose phthal ate and
syntheti c¢ affi nity ligand gel (Avid AL)",
POULTRY SCI ENCE,

vol . 72, no. 2, 1993, pages 275-281 ,
XP002741982,

ISSN : 0032-5791

Procedure 1B

us 4 357 272 A (POLSON ALFRED)

2 November 1982 (1982-11-02)

column 7, line 42 - line 45

col umn 6, paragraph 3

1-32

36,39 ,
49-51

33-35

Form PCT/ISA/210 (col

ntinuation of second sheet) (April 2005)
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International application No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/1B2014/064028
Box No. 1l Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This international searoh report has not been established in respeot of oertain olaims under Artiole 17(2)(a) for the following reasons:

1. Claims Nos.:
beoause they relate to subjeot matter not required to be searohed by this Authority, namely:

2. Claims Nos.:
beoause they relate to parts of the international applioation that do not oomply with the presoribed requirements to suoh
an extent that no meaningful international searoh can be oarried out, speoifioally:

[

3. || Claims Nos.:
beoause they are dependent olaims and are not drafted in aooordanoe with the seoond and third sentenoes of Rule 6.4(a).

Box No. Il Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searohing Authority found mdltiple inventions in this international applioation, as follows:

see additional sheet

1. As all required additional searoh fees were timely paid by the applioant, this international searoh report oovers all searohable
olaims.
2. As all searohable olaims oould be searohed without effort justifying an additional fees, this Authority did not invite payment of

additional fees.

3 [ As only some of the required additional searoh fees were timely paid by the applioant, this international searoh report oovers
'—' only those olaims for whioh fees were paid, speoifioally olaims Nos. :

4. 1 ] Norequired additional searoh fees were timely paid by the applioant. Consequently, this international searoh report is
restrioted to the invention first mentioned in the olaims; it is oovered by olaims Nos. :

Remark on Protest | |The additional searoh fees were aooompanied by the applioant's protest and, where applioable, the
'—' payment of a protest fee.

| |The additional searoh fees were aooompanied by the applioant's protest but the applioable protest
'—' fee was not paid within the time limit speoified in the invitation.

|X No protest aooompanied the payment of additional searoh fees.

Form PCT/ISA/21 0 (continuation of first sheet (2)) (April 2005)




International ~ Application  No. PCT/ 1B2014/ 064028

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM  PCT/ISA/ 210

Thi s Internati onal Searchi ng Authori ty found mualtiple (groups of)
inventi ons in thi s internati onal appl icati on, as fol |ows:

1. claims: 1-32

An emul sified vacci ne formul ati on compri sing: (i) anti gens,
(it) alight mineral oil and (iii) a parti cul ate adjuvant
sel ected from the group consi sti ng of biodegradabl e polymer
parti cles, micro-parti cles or nanoparti cles. Use of the
emul sified vacci ne formul ati on in prepari ng a concentrated
IgY formul ati on.

2. claims: 33-51

A process for immunoglobul ins extracti on, del ipidati on and
concentrati  on from egg yol ks from hens hiperimmuni zed with
the emul sified vacci ne formul ati on of claims 1 to 21,

wherei n it compri ses the fol lowing steps : a) The yol k is
diluted 1:4 or 1:8 with 0.01% sodi um azi de and stored under
refri gerati on duri ng at least 24h. b) The supernatant is
separated, HPMcCP is added at 1-15% in a 0.25 ml per each 100
m of yol k rati 0 and it is allowed to rest duri ng at |east
24h. c) The lipid layer formed in the upper part is
separated from the sol uti on and the aquaeous part is
filtrated. d) PEG is added nin a 5-30% P/V rati o, mixed and
allowed to rest duri ng at least 4-12 hours at 4°C. e) It is
centri fuged duri ng 20-30 minutes and the supernatant is
removed, f) The resul ting tabl et is solubilized with PBs |X
or TRIS buffer, at a vol ume equi val ent to 10% of the

ori ginal vol ume. An avi an deri ved concentrated IgY

immunogl obul ins formul ati on obtai ned by sai d process and the
use thereof to prepare a medi cament.




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Information on patent family members

International application No

PCT/1B2014/064028
Patent document Publioation Patent family Publioation
cited in search report date member(s) date
us 2009238816 Al 24-09-2009 DK 2027158 T3 14-01-2013
DK 201100184 Ul 13-01-2012
EP 2027158 Al 25-02-2009
EP 2463306 Al 13-06-2012
us 2009238816 Al 24-09-2009
us 2015080267 Al 19-03-2015
Wo 2007124755 Al 08-11-2007
CN 101428145 A 13-05-2009 NONE
us 4357272 A 02-11 -1982 JP S54130995 A 11- 10- 1979
us 4357272 A 02- 11- 1982

Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (April 2005)
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